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主 論 文 題 名： 
	 Integrated stress responseに対するがん細胞特異的な制御機構の解明 
 
 
 
（内容の要旨） 
【背景・目的】 
がん細胞は、がん微小環境中において血管新生不全などにより種々の代謝ストレスにさ
らされている。しかし、適切なストレス応答をすることにより生存や増殖を可能にして
いる。そのストレス応答の一つが Integrated stress response (ISR)である。ISR は、
GCN2や PERKなど、ストレスに対応した eIF2αキナーゼにより活性化し、eIF2αの
リン酸化を介して翻訳を抑制する。その条件下で、ストレス適応に重要な転写因子 ATF4
の発現を誘導する。以上から、ISR はがんの治療標的として期待されている。 
本研究では、代謝ストレス条件下、ISRを制御する分子機構について検討し、がん細胞
特異的に ISRを制御する方法を開発することで、ISRを標的とした治療法に関する基礎
的な研究を行うことを目的とした。 
【方法】 
siRNAによる遺伝子のノックダウン 
 GCN2, PERK, ATF4に対する siRNAは、各細胞の播種時にLipofectamine RNAiMAX 
(Invitrogen)を用いて、reverse transfection法で導入をした。 
免疫染色法 
 細胞を 96 well plateに播種し、薬剤を処理後、細胞をパラホルムアルデヒドで固定し、
ATF4 の抗体を用いて、免疫染色を行った。また、核の染色には、Hoechst33342 を用
いた。免疫染色の撮影は、IN CELL ANALYZER 6000で行い、核内の ATF4の発現量
は IN CELL developer tool boxを用いて行った。 
Western blotting法 
 Phospho-GCN2、GCN2、Phospho-eIF2α、eIF2α、ATF4、cleaved-PARP、RPS3
のタンパク質の発現量を確認した。 
In vitro kinase assay 
 GCN2の recombinant proteinに阻害剤を処理し、1時間 30℃で前処理を行った。そ
の後、eIF2αの recombinant protein と ATPを処理し、3 時間 30 ℃で反応させた。
サンプルは、SDS化し、western blottingh法により eIF2αのリン酸化について検討し
別表５ 
	 	 (3) 
た。 
核の染色によるアポトーシス誘導の確認 
 細胞を 96 well plateに播種し、薬剤を処理後、Hoechst33342で核を染色した。写真
は IN CELL ANALYZER 6000で取得した。アポトーシスの特徴である核の凝集や断片
化はHoechst33342の輝度の上昇で観察される。そこで、輝度が高い細胞の割合につい
て IN CELL developer toolboxにて検出した。 
細胞増殖阻害試験 
 細胞を播種し、翌日、薬剤を処理した、48時間または、72時間後 Cell Titer Glo assay
により、細胞の生存率を測定した。 
【結果】 
ISRの活性に変動を及ぼすキナーゼ阻害剤の探索 
 ISR経路のうち GCN2 経路選択的な阻害剤で利用できるものはあまりない。そこで、
本研究では、GCN2経路選択的な阻害剤はキナーゼ阻害剤ライブラリから探索した。ま
た、その他の条件で ISRの活性に変動を及ぼす化合物についても探索を行った。 
 肉腫細胞株 HT1080 細胞に GCN2 経路の活性化剤である halofuginone(HF)または、
PERK 経路の活性化剤 tunicamycin (TM)をキナーゼ阻害剤ライブラリの化合物と共処
理し、6時間後に免疫染色により核内の ATF4の発現量について検討した。その結果、
355種類の化合物のうち、c-ABL阻害剤の GZD824と SYK阻害剤の R406が、GCN2
経路選択的な阻害剤の候補として見出された。 
GCN2経路阻害剤 GZD824の作用 
 HT1080 細胞において、PERK または、GCN2 を活性化する種々のストレス条件にお
いて、GZD824を処理した。その結果、GZD824は、GCN2経路による ATF4の発現誘
導を抑制した。また、GZD824はストレスによる GCN2の自己リン酸を抑制する活性が
見られた。また、in vitro kinase assayにより GCN2による eIF2αのリン酸化につい
て検討を行ったところ、GZD824 は GCN2 による eIF2αのリン酸化を抑制し、GCN2
に対する直接的な阻害活性が見出された。次に細胞の生存について検討を行うため、
GCN2の活性化を誘導する histidinolと GZD824を HT1080細胞や NCI-H460細胞に
処理した。その結果、GZD824の細胞増殖抑制は、GCN2経路活性化条件で増強するこ
とが示された。siRNAによる ATF4ノックダウン時、hisitidinolを処理した際、GZD824
と同様の効果が得られたことから、GZD824によるストレス抵抗性の減弱は ATF4の発
現誘導の抑制によるものであると示された。 
癌遺伝子 BCR-ABLの ISR制御機構の解析 
 慢性骨髄性白血病の原因遺伝子である BCR-ABLによる ISRの制御に関して検討を行
うため、BCR-ABLの阻害剤である imatinibや dasatinibを代謝ストレス条件下で処理
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したところ、ストレスにより誘導される GCN2や PERKの活性化が BCR-ABL阻害剤
により抑制された。また、ISR下流の ATF4の発現誘導も抑制された。次に、代謝スト
レス条件下で BCR-ABL阻害剤を処理し、核の凝集や断片化を検出したところ、ストレ
ス条件では、BCR-ABL 阻害剤によるアポトーシスの誘導が増強された。また、TM処
理時、PERK 選択的な阻害剤 GSK2656157 を処理したところ、BCR-ABL 阻害剤と同
様に細胞死が強く誘導されたことから、ストレス条件下、BCR-ABL 阻害時のストレス
感受性化は、ISRの阻害によるものであると示された。 
癌遺伝子 EGFRによる ISR制御機構の解析 
 非小細胞肺癌の原因遺伝子の一つである EGFR変異陽性の細胞株 PC9 (del exon19)、
H3255 (L858R)、NCI-H1975 (T790M/L858R)において、Hisによる GCN2経路活性化
時、①で見出した GCN2経路阻害剤(GZD824、R406)を処理し、核の断片化や凝集につ
いて検討したところ、ストレス条件下、GCN2経路阻害剤で細胞死が強く誘導された。
また、siRNAを用いたATF4のノックダウンでも同様の現象が見られたことから、EGFR
変異陽性のNSCLC細胞株は代謝ストレス条件下、ISRに依存して生存することが示さ
れた。EGFRの活性と代謝ストレスによる ISRの活性化について検討するため、アミノ
酸飢餓条件で種々の EGFR 阻害剤を処理したところ、EGFR の脱リン酸化を誘導する
阻害剤では、ATF4の発現誘導の抑制が確認された。次に、代謝ストレス条件下、EGFR
選択的な阻害剤 Osimertinib を種々の EGFR 変異陽性の NSCLC に処理したところ、
ストレス条件では、EGFR阻害剤による細胞死の誘導が増強された。以上の結果から、	
変異型 EGFRは BCR-ABLと同様に ISRの活性化を介して、ストレス抵抗性に寄与す
ることが示された。 
【結論】 
代謝ストレス条件において、BCR-ABLや EGFR変異などの活性化癌遺伝子を発現して
いる細胞株において、oncogenic signalは ISRの活性化に重要である。また、これらの
細胞株では、ISRを抑制することにより代謝ストレスに対する抵抗性が減弱し、細胞死
の誘導や増殖阻害が起こることから、ISRを標的とした治療法が有効であることが示さ
れた。 
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